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SOMMAIRE 
La fabrication du papier fait appel a l'utilisation d'une grande quantite d'eau ainsi que des 
matieres organiques (cellulose, hemicellulose, resine de bois et amidon), ces dernieres 
favorisent la formation des biofilms microbien qui contaminent les machines et conduisent a 
des multitudes de problemes que connaissent les industries papetieres dans le monde entier 
et au Canada en particulier. Des systemes de controle sont mis sur place dans les usines pour 
suivre revolution des contaminations sur les structures a des points juges critiques. 
Dans le but de caracteriser les microorganismes contaminant une usine papetiere canadienne 
mais aussi d'avoir une idee sur la dynamique des populations microbiennes contaminant les 
machines des pate et papier, des echantillons de l'eau de caisses d'arrivee provenant de deux 
machines ont ete preleves hebdomadairement sur une periode de 24 mois afin de determiner 
la dynamique des communautes microbiennes entre elles, en fonction du temps et de 
l'espace, en utilisant le systeme Biolog. Les resultats de la caracterisation montrent que les 
genres Bacillus, Pseudomonas, Pseudoxanthomonas, sont predominants dans Pensemble des 
echantillons. 
En ce qui concerne la dynamique des communautes microbiennes, 1'etude n'a revele aucun 
changement significatif entre les communautes microbiennes des deux machines pendant les 
deux annees d'investigation a part au mois de Juillet 2003 ou les communautes bacteriennes 
ont montre une nette difference. Selon le profil d'utilisation des sources de carbones de la 
plaque Biolog par les communautes bacteriennes isolees des echantillons, notre etude a 
montre que seulement dix huit sources de carbone ont pu etre utilisees sur les trente et une 
que compte la plaque Biolog. Quatre groupes de bacteries presentant une activite 
metabolique differente variant de faible a forte ont ete identifies. Certaines sources de 
carbone sont plus utilisees que d'autres et la seule source de carbone qui n'a pas ete utilisee 
par les communautes bacteriennes des deux machines durant toute l'etude est l'acide 
2- hydroxybenzoique. 
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INTRODUCTION 
Historique de la fabrication du papier 
L'homme des cavernes utilisait des signes pour graver le bois, la pierre ou les os des produits 
de chasse. C'est en Egypte que les premieres substitutions a ces encombrants supports furent 
effectuees par l'emploi du papyrus. Ce dernier avait des caracteristiques plus interessantes, 
etant leger, maniable, et facilement disponible. Sa matiere premiere etait extraite d'un roseau 
des marecages du Nil du nom de Cyperus papyrus. C'est de cette plante que derivera plus 
tardlemot papier (Biereman, 1996). 
Le parchemin mis au point en Asie etait un support d'ecriture a base de peaux de veau et de 
chevre, lavees et polies a la pierre ponce, qui permit Putilisation des deux cotes de la surface 
(Kocurek et Stevens, 1983). Les feuilles pouvaient ensuite etre assemblies en cahiers, ce qui 
constitue done la premiere forme du livre. 
La decouverte du papier par les Chinois semble remonter a l'an 105 apres J.C. et elle est 
generalement attribute au Ministre de 1'Agriculture Tsai'-Lun (Kocurek et Stevens, 1983 ; 
Biereman, 1996 ; Smook, 1998). Tsai'-Lun a reussi, a l'aide de vieux chiffons, d'ecorces et de 
filets, a fabriquer une pate qui, passee dans un tamis et sechee, donnait une feuille de couleur 
blanche. 
De nos jours la fabrication du papier demande de grands investissements et un espace 
suffisant pour l'installation de machines. En effet, on evalue aujourd'hui a 400 millions de 
dollars le cout de construction d'une usine permettant la production quotidienne de 750 
tonnes de papier Kraft (Smook, 1998). La technologie papetiere a fait d'enormes progres au 
cours des 20 dernieres annees et la gestion environnementale fait desormais partie du 
quotidien des usines quebecoises des pates et papier puisque les connaissances dans le 
domaine de l'environnement se sont precisees et les valeurs de la societe ont beaucoup 
evolue. A chaque etape du procede de fabrication, des mesures sont prises pour assurer la 
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protection de 1'environnement et l'utilisation rationnelle des ressources, et ce dans un objectif 
de developpement durable. 
Fabrication de la pate 
Pour preparer la pate a papier, on utilise essentiellement du bois, les copeaux de bois et les 
billes de bois. D'autres sources de cellulose peuvent etre utilisees : la bagasse, le chanvre, la 
paille ainsi que les papiers et cartons recycles. Ces sources de fibres sont alors envoyees 
directement a l'usine papetiere ( Smook, 1989, Biereman, 1996). 
Quand on utilise le bois ou ses residus, il faut d'abord liberer la cellulose de la lignine qui 
retient les fibres de cellulose et qui donne au bois sa rigidite et sa robustesse. La pate peut 
ainsi etre obtenue par Putilisation d'une machine, qui va broyer le bois. On aura alors une 
pate constitute d'un melange de fibres de cellulose et de lignine appele la pate mecanique. La 
pate mecanique est utilisee pour le papier journal, un papier de basse qualite mais tres 
resistant. 
On peut aussi liberer la cellulose de la lignine par l'utilisation de la soude caustique (procede 
alcalin ou procede Kraft) ou du bisulfite (procede acide). Ce type de procede donne la pate 
chimique. Les papiers prepares a partir des pates chimiques sont utilises pour l'imprimerie. 
La pate chimique provenant du procede Kraft est actuellement la plus utilisee car elle 
presente des avantages au niveau du taux de recuperation des produits chimiques et de la 
resistance de la pate obtenue (Smook, 1998). 
Meme si encore peu employee, une alternative de plus en plus envisagee par les papetiers 
pour liberer la cellulose de la lignine est d'utiliser les enzymes telles la laccase, issue du 
champignon Pycnoporus cinnabarinus pour degrader d'une facon non polluante la lignine 
(Scheper, 1997 ; Sigoillot et al, 2004 ). 
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Une fois la pate obtenue, il faut la blanchir en utilisant un oxydant. La pate mecanique est 
blanchie a l'eau oxygenee. L'avantage de cette technique reside dans le fait que les produits 
de degradation du blanchiment de ce type de pate qui sont l'eau et l'oxygene ne sont pas des 
produits polluants. La pate chimique est blanchie avec le dioxyde de chlore, l'oxygene, ou 
l'ozone ; les deux derniers ayant l'avantage de ne pas polluer. 
Lorsque la pate est blanche, on la met dans une cuve dans laquelle on va aj outer des charges 
minerales. Les produits mineraux introduits dans la pate (l'oxyde de titane, le kaolin, le 
carbonate) servent a blanchir davantage le papier. Les charges minerales servent aussi a 
rendre le papier plus resistant. Par la suite, un agent de collage tel la gelatine et l'amidon 
(Smook, 1998) qui permet au papier d'etre moins absorbant sera ajoute. La pate ainsi 
preparee est alors mise dans le raffineur dont le role est de Her etroitement de facon 
homogene les fibres avec de l'eau puis dans l'epurateur qui debarrassera la pate des impuretes 
par criblage ou par centrifugation. 
On trouvait dans le passe deux types d'usines papetieres. Les premieres traitaient la cellulose, 
blanchissait la pate et ajoutait les charges minerales pour dormer des blocs de pates seches 
qu'elles revendaient aux secondes. Dans ces secondes usines a partir de la pate sechee, que 
Ton rehumidifiait, on formait les feuilles de papier. De nos jours, les operations de fabrication 
de papier sont combinees et s'effectuent dans une meme usine. C'est d'ailleurs pourquoi on 
designe ces usines du nom d'usines des pates et papiers (Biereman, 1996). 
Fabrication du papier 
La pate destinee a la fabrication de papier contient 99 % d'eau lorsqu'elle est transferee a la 
caisse d'arrivee. L'eau sera extraite de la pate alors que les fibres seront maintenues sur une 
toile. La vitesse de la toile etant maintenue reguliere, une feuille d'epaisseur constante sera 
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constituee. Une fois la feuille constitute, il faut la vider encore plus de son eau. Pour cela, la 
premiere operation consiste a faire passer la feuille entre deux presses. Lorsque la feuille sort 
de la toile ou du tamis, elle est humide a environ 80%, alors qu'a la sortie des presses, elle ne 
Test plus qu'a 60-70%. Apres le pressage, la feuille passe dans une secherie ou les sechoirs 
sont ajustes par gradient de temperatures s'echelonnant de 90 a 125° C. Ceci permet 
d'evaporer l'eau encore presente dans la feuille. A la sortie de la secherie, la feuille contient 
moins d'eau que ce qu'il y a dans l'atmosphere, on doit done la rehumidifier legerement. 
Les dernieres operations consistent a ameliorer la qualite du papier. Le calandrage permet de 
dormer a la feuille une meilleure finition en la rendant plus lisse. La feuille passe 
alternativement entre un rouleau dur (en acier) et un mou (en cellulose, par exemple). 
D'autres traitements permettent de preparer un papier glace, ou bien de former du papier 
caique, rendu transparent par immersion dans un bain contenant des resines huileuses 
d'origine vegetale ou minerale, comme le baume du Canada. La figure 1 resume les 
differentes parties essentielles d'une usine de pate et papier. 
Pulpeur/ £purateur J Toile T Secherie Enrouleuse 
/Raffineur J Presse] 
Caisse de tetef 
Partie humide Partie sec he 
Preparation de la pate <..,. Machine a papier -> 
Figure 1. Schema de fabrication du papier, source : (littp://cerig.efpg.inpg.fr) 
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Contamination des machines a pate et papier 
Les machines des pates et papier contiennent des matieres organiques du fait de la nature de 
la matiere premiere utilisee (cellulose, hemicellulose, resine de bois et amidon) qui 
constituent ainsi une source de matiere nutritive aux microorganismes pouvant s'y 
developper (Blanco et al. 1996 ; Raaska et al. 1996 ; Cottenceau et al., 1999; Busse et al. 
2002; Chaudhary et al. 1997; Claus & Muller 1996; Harju-Jeanty & Vaatanen 1984; Hughes-
van Kregten 1988; Oppong et al. 2000; Pellegrin et al. 1999; Raaska et al. 2002; Vaisanen et 
al. 1994 & 1998; Salzburger 1996). Blanco et al. (1996) ont fait une revue de la flore 
microbienne observee dans les industries des pates et papier. Elle inclut les bacteries 
sporulantes aerobies {Bacillus), les bacteries non sporulantes aerobies (Acinetobacter, 
Alcaligenes, Klebsiella, Flavobacter, Leptothrix, Micrococcus, Pseudomonas, et 
Staphylococcus), les bacteries anaerobies (Desulfovibrio), les champignons tel Aspergillus, 
les levures et parfois des algues. Vaisanen et al. (1998) ont aborde la question d'une facon 
plus pratique comparativement a Blanco et ses collaborateurs qui ont fait une revue de 
litterature. En effectuant un echantillonnage des communautes microbiennes d'une machine 
de pate et papier, ils ont isole 390 souches des bacteries aerobies representant au moins 34 
especes. Selon cette etude, certains microrganismes se sont distingues par leur frequence 
d'isolement sur la partie humide. II s'agit des genres Bacillus, Burkholderia, Pantoea, 
Ralstonia, et Thermomonas. Les contaminants bacteriens semblent cependant dependre du 
lieu geographique des industries. Ainsi, Chaudhary et al, (1997) ont rapporte la presence de 
Bacillus alvei et Aerobacter aerogenes en tant que les contaminants les plus repandus dans 
une usine de pate et papier en hide alors que Oppong et al. (2000) ont principalement isole 
des especes telles que Deinococcus grandis, Flectobacillus sp., Methylobacterium zatmanii, 
Micrococcus sp. et Roseomonas dans une machine de pate et papier americaine. Dans une 
etude recente, Desjardins et Beaulieu et (2003) ont isole des bacteries d'un nouveau genre 
bacterien, les Pseudoxanthomonas spp. d'une machine de pate et papier canadienne. 
Si la presence des bacteries est inevitable dans les machines des pate et papiers, les papetiers 
craignent davantage certains types de bacteries qui causent des degats par leurs 
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caracteristiques specifiques en ce qui concerne la production des filaments ou la production 
des pigments. C'est pour cette raison que certaines etudes [(Harju-Jeanty et Vaatanen 
(1984); Kolari et al (2003); Oppong et al (2003); Pellegrin et al (1999)] se sont 
uniquement consacrees a la recherche des bacteries filamenteuses comme Flectobacillus, 
Chryseobacterium, Nocardiopsis alba, Sphaerotilus natans, Streptomyces albidoflavus et 
Lepthotrix. Selon Oppong et al (2000), les bacteries pigmentees qui causent beaucoup de 
torts aux papetiers par leur coloration, incluent Serratia marcescens, Serratia plymuihica, 
Micrococcus agilis, Alcaligenes viscosus, et Bacillus subtilis, 
Etant donne que les usines de pate et papier produisent des emballages pour les industries 
alimentaires, certaines bacteries se montrent dangereuses dans la contamination des aliments 
car selon Raaska et al., (2002), la contamination de la colle d'amidon avec les bacteries 
generatrices de spores telles les genres Bacillus et Paenibacillus et certaines enterobacteries 
telles Citrobacter et Enterobacer, est l'un des facteurs les plus importants menacant l'hygiene 
et la securite dans le processus de fabrication des emballages destines aux industries 
alimentaires. 
La partie humide de la machine a papier represente toutefois l'endroit ou les investigations 
pour identifier des bacteries contaminant les machines de pate et papier se sont les plus 
frequentes. Cependant, bien qu'elle soit un endroit ou les temperatures sont generalement 
assez elevees, la partie seche de la machine subit aussi des contaminations mais qui semblent 
etre limitees a trois genres des bacteries generatrices de spores : Bacillus, Brevibacillus et 
Paenibacillus (Hughes-fourgon Kregten, 1988 ; Pirttijarvi et al, 1996 ; Raaska et al, 2002 ; 
Suominen et al. 1997 ; Vaisanen et al. 1998). Le tableau 1 presente une synthese des genres 
bacteriens les plus rencontres dans les machines des pates et papier. 
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Tableau 1. Genres bacteriens isoles dans 1 i'environnement papetier 
Genre bacterien 
Acidovorax 
Acinetobacter 
Actinomyces 
Aeromonas 
Alcaligenes 
Allorhizobium 
Arthrobacter 
Azotobacter 
Azospirillum 
Bacillus 
Beggiatoa 
Blastobacter 
Bordetella 
Brevibacillus 
Burkholderia 
Reference 
Desjardins et al, 2003 
Vaisanen et al, 1998 
Vaisanen et al, 1983 
Cottenceau et al, 1999 
Cottenceau et al, 1999 
Desjardins et al, 2003 
Johnsrud, 1997 
Hughes-van kregten, 1988 
Desjardins et al, 2003 
Johnsrud, 1997 
Cottenceau etal, 1999 
Desjardins et al, 2003 
Vaisanen et al, 1998 
Desjardins et al, 2003 
Johnsrud, 1997 
Klahreetal, 1996 
Desjardins et al, 2003 
Vaisanen et al, 1994 
VaManen etal, 1983 
Hughes-van kregten, 1988 
Desjardins et al, 2003 
Cottenceau et al, 1999 
Desjardins et al, 2003 
Vaisanen et al, 1998 
Desjardins et al, 2003 
Vaisanen et al, 1994 
Martin, 1988 
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Chromobacterium 
Citrobacter 
Clostridium 
Corynebacterium 
Deinococcus 
Desulfovibrio 
Enterobacter 
Enterobacter 
Erwinia 
Escherichia 
Flavobacterium 
Gluconobacter 
Herpetosiphon 
Hydrogenophaga 
Klebsiella 
Leptothrix 
Cottenceau et al, 1999 
Martin, 1988 
Johnsrud, 1997 
Klahreetal, 1996 
Hughes-van kregten, 1988 
Vaisanen et al., 1998 
Kolari et al, 2001 
Cottenceau et ah, 1999 
Hughes-van kregten, 1988 
Martin, 1988 
Vaatanen et al, 1983 
Desjardins et al, 2003 
Cottenceau et al, 1999 
Martin, 1983 
Vaatanen et al, 1983 
Martin, 1988 
Hughes-van kregten, 1988 
Vaisanen et al, 1994 
Johnsrud, 1997 
Cottenceau et al, 1999 
Cottenceau et al, 1999 
Vaisanen et al, 1998 
Desjardins et al, 2003 
Vaatanen et al, 1983 
Martin, 1988 
Hughes-van kregten, 1988 
Klahre et al, 1996 
Vaisanen et al, 1998 
Johnsrud, 1997 
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Micrococcus 
Mycobacteirum 
Proteus 
Pseudomonas 
Pseudomonas 
Pseudoxanthomonas 
Rhizobium 
Sarcinia 
Sphaerotilus 
Sphingomonas 
Staphylococcus 
Thiobacillus 
Xanthobacter 
Zooglea 
Klahre etal, 1996 
Desjardins et al, 2003 
Hughes-van kregten, 1988 
Cottenceau et al, 1999 
Desjardins et al, 2003 
Johnsrud, 1997 
Desjardins et al, 2003 
Vaatanen et al, 1983 
Martin, 1988 
Hughes-van kregten, 1988 
Klahre etal, 1996 
Johnsrud, 1997 
Vaisanen et al, 1998 
Desjardins et al, 2003 
Desjardins et al, 2003 
Cottenceau et al, 1999 
Klahre et al, 1996 
Johnsrud, 1997 
Cottenceau et al, 1999 
Pellegrini a/., 1999 
Desjardins et al, 2003 
Vaisanen et al, 1998 
Hughes-van kregten, 1988 
Desjardins et al, 2003 
Cottenceau et al, 1999 
Desjardins et al, 2003 
Cottenceau et al, 1999 
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Sources de contamination des machines de pates et papier 
Blanco et al. (1996), Cottenceau et al. (1999) Vai'sanen et al. (1998) rapportent que la 
contamination des machines de pates et papier provient de plusieurs sources: le materiel 
cellulosique, particulierement quand les fibres secondaires sont utilisees (ce qui aurait pour 
consequence d'augmenter la flore fongique), les eaux blanches de fabrication et les eaux de 
complement, la solution de suspension des additifs de fabrication ainsi que l'environnement 
de la machine. On appelle eaux blanches, les eaux qui tombent de la machine a papier dans le 
circuit d'eau et qui se composent essentiellement de debris blanchatres de fibre. Les eaux de 
complement sont les eaux qui sont utilisees dans les usines pour pallier au manque d'eau 
pendant les periodes de carence. L'impact des ces eaux peut faire une grande difference car 
elles proviennent des sources specifiques a chaque usine de pate et papier a travers le monde. 
Impact des contaminations bacteriennes sur la machine a papier 
La formation des slimes est l'impact visible de la croissance des bacteries dans une machine 
des pales et papier. Elle a des consequences nefastes pour les usines et est selon Salzburger 
(1996), la plus importante perte economique causee par les microbes dans les usines des 
pates et papiers. En plus des pertes dues a l'entretien des machines et a l'arret des 
installations, 1'utilisation des biocides peut atteindre plus de 5 millions de dollars par annee 
pour certaines usines (Gratton, communication personnelle). 
En formant les biofilms, les microorganismes se protegent avec une resistance accrue contre 
differents agents antibacteriens ainsi que certains detergents (Cloete, 2003 ; Cottenceau et 
al, 1999 ; Costerton et al, 1999,1995 ; Dunne 2002 ; Donlan et Costerton, 2002 ; Heidi et 
al., 2000; Stewart& Costerton, 2001). Les consequences de la formation des biofilms pour 
les papetiers sont importantes (Cottenceau et al., 1999; Ludensky, 2003): bouchage des 
treillis et des canalisations, corrosion des conduits qui peut conduire a la deterioration des 
machines, inefficience du systeme de transfert de chaleur, production d'odeurs 
nauseabondes, formation des taches colorees et diminution de la qualite du produit final. 
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Les bacteries filamenteuses sont considerees comme etant les bacteries les plus indesirables 
dans les usines car elles augmentent souvent la viscosite de l'eau. En outre, ce sont elles qui 
sont les plus impliquees dans la reduction du transfert de chaleur ainsi que Pocclusion des 
canalisations quand l'eau qui les vehicule est reutilisee. Selon Pellegrin (1999), les filaments 
bacteriens peuvent pieger les depots des matieres organiques et inorganiques en produisant 
des slimes tres recalcitrants au lavage pressurise et aux biocides. Les bacteries filamenteuses 
seraient par ailleurs impliquees dans la contamination des dispositifs de traitement des boues 
activees des usines des pates et papier (Johnsrud, 1997). 
Le biofilm se comporte ainsi comme un excellent isolant (tableau 2). En effet, plus la 
conductivite thermique d'une substance est faible, plus elle est un bon isolant thermique. 
Cette reduction de la conductivite thermique signifie que l'eau froide ne peut eliminer 
efficacement la chaleur contenue dans la source chaude comme l'exigent souvent les 
procedes de transfert de chaleur. En consequence, il faut diminuer la production, augmenter 
le debit d'eau froide, pour tenter de maintenir le meme rendement de refroidissement que 
celui qui existait avant la formation de depots. En comparant le biofilm avec le calcaire 
(CaCOs) et le phosphate de calcium (Ca3 (PCJh), on se rend compte que le biofilm isolerait 4 
fois plus que le calcaire et 37 fois plus que le phosphate de calcium. 
L'autre consequence de l'activite microbienne sur les surfaces des machines des pates et 
papier est la corrosion du materiel en acier. La corrosion apparait lorsque les materiaux 
metalliques se transforment petit a petit en sels metalliques solubles ionises. II s'agit d'un 
processus electrochimique mettant en jeu deux reactions simultanees, l'une cathodique (la 
reduction) et l'autre anodique (l'oxydation). Avec cette derniere, le metal se dissout en 
passant en solution, ce qui conduit a certains endroits a la formation des trous conduisant a 
la rupture de la rigidite du materiel et de son vieillissement premature. Les principaux types 
de bacteries associees aux problemes de corrosion sont les bacteries sulfato-reductrices et 
thiosulfato-reductrices (Desulfovibrio, Desulfomonas, Desulfobacter, Dethiosulfovibrio) 
anaerobies pouvant tolerer l'oxygene, les bacteries reduisant ou oxydant les oxydes de fer ou 
de manganese (les Pseudomonas) et les bacteries produisant des acides organiques 
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(Gallionella ferruginea & Leptothrix spp., Thiobacillus) ou encore les bacteries produisant 
d'importantes masses visqueuses de substances exopolysaccharidiques (Beech, 1999, 2003 ; 
Kumar et ah, 2004). 
Tableau 2. Comparaison de la conductivite thermique de certains composes par 
rapport au biofilm 
Substance Conductivite thermique (W m-lK-1) (Wattm-1 degreKelvin"1) 
CaC03 2.6 
CaS04 2.3 
Ca3(P04)2 22.6 
Fe203 2.9 
Analcites 1.3 
Biofilm 0.6 
Source (N.E.M Business Solutions, 2002) 
Lutte contre les biofilms dans les industries de pates et papier 
Le controle des biofilms dans l'environnement de machines a pate et papier est effectue en 
utilisant des biocides a large spectre d'action au cours du processus de fabrication et ce, a 
certains endroits cibles du circuit de fabrication. Cette utilisation ne cesse de croitre et cela 
d'annee en annee, occasionnant des depenses colossales (Paprican, 2001). Les papetiers 
utilisent differents biocides qui se classent en deux types de produits principaux: les 
oxydants et les non oxydants. 
Les biocides oxydants les plus utilises sont la chlorine, la chloramine, la bromine, 1'ozone et 
le peroxyde d'hydrogene. Certains effets negatifs de ces substances doivent etre minimises, 
par exemple l'interaction avec d'autres additifs chimiques, la corrosion, l'attaque possible 
des structures non metalliques comme le plastique et le bois (Videla, 2002). La chlorine est 
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frequemment utilisee sous forme gazeuse et s'hydrolyse comme suit, en formant l'acide 
hypochloreux: CI2 + H2O • HOC1 + HC1. L'acide hypochloreux est la forme active de 
la chlorine, mais son activite depend du pH selon la reaction HOC1 ^ OC1" + H+. A 
pH 7,5, la concentration de l'acide hypochloreux et celle de ces ions sont egales, alors qu'a 
pH plus alcalin, les ions preeminent. A pH 9,5, la chlorine est sous forme ionique, ce qui 
donne une faible activite bactericide. Plus le pH est eleve, plus la quantite de chlore a etre 
utilisee est elevee. Quand les valeurs de pH sont dans une marge de 8 a 9, 0,4 ppm de chlore 
doit etre ajoutee. Quand les valeurs de pH sont entre 9 a 10, 0,8 ppm de chlore est utilisee 
(Lenntech, 2004). Etant donne le danger que peut poser Putilisation des produits chloreux 
gazeux, on utilise de plus en plus du dioxyde de chlore (Chapman, 2003). 
La bromine et ses derives forment l'acide hypobromeux (HOBr). L'action bactericide des 
composes bromeux est conservee a une plage de pHs assez grande comparativement a la 
chlorine. Par exemple a pH 7,5, 90 % de la bromine est sous forme d'acide hypobromeux 
alors que pour la chlorine la concentration de l'acide hypochloreux et celle de ces ions sont 
egales a ce meme pH (Videla, 2002). Le BCDMH (l-Bromo-3-Chloro-5.5-
dimethylhydantoin) est le compose a base de brome le plus utilise. Le BCDHM n'est pas 
biologiquement actif, mais ses produits d'hydrolyse, les acides hypobromeux et 
hypochloreux le sont (Marko, 2003). 
Etant donne les considerations environnementales, l'utilisation de l'ozone est une bonne 
alternative a l'utilisation de la bromine et de la chlorine (Rice et Wilkes, 1991). II procure un 
avantage considerable par rapport a d'autres oxydants. II est moins agressif envers les 
structures metalliques et plastiques. L'eau oxygenee est stable et economique, comparee aux 
autres biocides, mais son utilisation dans certaines usines des pates et papier s'est traduite par 
la recrudescence de certains types de bacteries (Talbot, communication personnelle). 
Les biocides possedent differentes activites reactionnelles. Elles varient d'un compose a 
l'autre (Paulus, 1993; Clapp et ah, Dukan et ah, 1999; Chapman, 2003 ). Chapman et al, 
(2003) les ont regroupes en quatre groupes selon leurs modes de fonctionnement (figure 2). 
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Biocides 
Electrophiles 
Oxvdants 
Halogenes 
Peroxydes 
Electrophiles 
Formaldehyde 
Isothiazolones 
Bronopol 
Cu, Hg, Ag 
Actifs sur membrane 
Lvtiques 
Quats 
Biguanides 
Phenols 
Alcools 
Protonophores 
Parabenes 
Acides faibles 
Pyrithione 
Fig. 2. Mode d'action des biocides. Source; Chapman et al, 2003 
Les oxydants tels que le chlore et les peroxydes agissent directement par Tintermediaire des 
reactions des radicaux pour oxyder les composes organiques des microorganismes (Clapp et 
ah, 1994 ; Dukan et al., 1999 ; Dukan et Touati, 1996). Les agents electrophiles incluent les 
ions inorganiques tels que l'argent, le cuivre, et le mercure, et les biocides organiques telles 
que le formaldehyde et les isothiazolones. Ces biocides reagissent en covalence avec les 
nucl6ophiles cellulaires pour inactiver des enzymes (Collier et al, 1990 ; Slawson et al., 
1990). Les biocides tels que le chlorhexidine et 1'ammonium quaternaire (Quat) agissent sur 
les membranes (Broxton et al, 1983 ; Chawner et Gilbert, 1989). Les alcools tels que le 
phenoxyethanol (Gilbert et al, 1977) appartenant a cette categorie, destabilisent des 
membranes menant a la lyse rapide des cellules. Les protonophores tels que les acides faibles 
(acide sorbique et benzoi'que) sont de structure aromatique. lis interferent avec la capacite de 
la membrane des cellules a maintenir un equilibre approprie de pH, ayant pour resultat 
racidification de l'interieur et la destruction du metabolisme (Eklund, 1985 ; Ermoleayeva et 
Sanders, 1995). lis peuvent egalement passer a travers la membrane dans leur forme neutre 
en transportant les ions H . 
Les biocides non oxydants peuvent etre plus efficaces que les biocides oxydants en ce qui 
concerne le controle des contaminations (Videla, 2002) car la plupart d'entre eux ne 
dependent pas du pH. Cependant dans les industries des pates et papier, on utilise une 
combinaison des produits non oxydants et des produits oxydants pour maximiser l'efficacite. 
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Parmi les biocides non oxydants les plus utilises, on retrouve le glutaraldehyde. Ce dernier 
reagit avec les groupes amines et thiol des proteines conduisant ainsi a la formation des 
liaisons irreversibles dans les constituants cellulaires. Ces reactions de « cross-linking » font 
que les cellules ne peuvent plus executer certaines de leurs fonctions essentielles (Paulus 
1993). Chez les bacteries a Gram negatif, le glutaraldehyde agit principalement avec les 
composants externes des cellules, notamment les lipoproteines (Maillard 2002). Le 
bisthiocyanate de methylene (MBT) chelate des ions de Fe3+ essentiels pour la croissance 
microbienne (Mc Coy, 1983). Les isothiazolones (5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3 et 2-
methyl-4-isothiazolin-3- dans un melange) et 2,2-dibromo-3-nitrilopropionamide (DBNPA) 
sont les composes actifs electrophiles reagissant avec les constituants cytoplasmiques tels 
que les groupements des proteines, empechant ainsi le metabolisme cellulaire (Maillard 2002 
; Paulus 1993). Le bronopol (2-bromo-2-nitro-propane-l,3-diol) contient egalement un 
groupe halogene actif, mais peut aussi bien liberer le formaldehyde (Paulus 1993). Le 
dazomet (3,5-dimethyl-l,3,5-2H-tetrahydrothiadiazine-2-tion) est rapidement hydrolyse dans 
l'eau en dormant l'isothiocyanate de methylene, mais peut egalement liberer le formaldehyde 
(Paulus 1993). Le melange paracetique agit par denaturation des proteines, par la 
modification de la permeabilite de la membrane cellulaire et l'oxydation des ponts sulfydryl 
et sulfure des proteines ainsi que des enzymes et autres metabolites cellulaires. II possede un 
large spectre antimicrobien recouvrant 1'ensemble des groupes microbiens avec un temps 
d'action court, meme a faible concentration. II est encore beaucoup plus actif en presence de 
matiere organique (Pineau, 2003). 
Etant donnee la legislation de plus en plus severe en faveur de la protection de 
Penvironnement dans plusieurs pays, les biocides qui sont actuellement les plus utilises sont 
le peroxyde d'hydrogene, le melange paracetique, le BCDMH, Le DBNPA, le glutaraldehyde 
ou l'isothiazolone; toutes des molecules reactives qui sont rapidement biodegradables en 
composes et molecules non toxiques. Ces biocides sont done peu nuisibles pour les processus 
biologiques de traitement des eaux residuaires et n'ont pas d'effets a long terme dans 
Tenvironnement (Paulus 1993). 
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D'autres approches de lutte contre les contaminations dans les industries des pates et papier 
sont maintenant envisagees. Elles ciblent la matrice exopolysaccharidique des biofilms. 
L'utilisation d'enzymes pour degrader la matrice exopolysaccharidique libererait les cellules 
bacteriennes, augmenterait ainsi l'exposition des bacteries aux biocides. Certaines etudes 
(Hughes et al., 1998, Axon et al, 2001) montrent qu'il est possible d'utiliser Taction des 
phages pour infecter les bacteries presentes dans des biofilms mais le recours a des enzymes 
ameliorerait Taction des phages (Fischetti, 2004). Dans la pratique, les enzymes n'ont pas 
encore fait leur preuve dans les industries papetieres pour etre utilises aisement afin de servir 
d'alternative complete aux biocides (Flemming, 2002 ; Johnsrud, 1997). 
Methodes de suivi des contaminations dans les usines des pates et papier 
Differentes methodes routinieres et rapides sont utilisees dans les industries des pates et 
papiers pour mesurer la presence des microrganismes afin de juger de Tefficacite du systeme 
de disinfection. L'ATPmetrie est Tune des techniques utilisees. Elle est basee sur le dosage 
de V ATP, molecule de stockage d'energie presente dans les organismes vivants. La technique 
est basee sur le principe de bioluminescence. Pour effectuer ce type de dosage, on va mesurer 
la lumiere emise par la reaction enzymatique de bioluminescence utilisant la luciferine et la 
luciferase de luciole, ainsi que de l'ATP provenant des matieres organiques. L'ATP intervient 
dans l'etape d'activation du complexe luciferase-luciferine, dont l'oxydation est a l'origine 
d'une emission lumineuse. 
L'industrie Domtar de Windsor utilise TATPmetrie pour le suivi de Tevolution de la 
contamination sur les structures ainsi qu'a differents points juges critiques. Cette mesure est 
completee par un controle visuel en 7 a 15 points sur les deux machines de Tusine de 
Windsor. Les differents points de controle sont des endroits strategiques choisis pour juger de 
Tefficacite de l'utilisation des biocides. A ces points, la nature du depot est controlee 
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(presence des bacteries filamenteuses, non filamenteuses, matiere organique, etc.). Une cote 
de proprete est alors attribute selon la qualite et la quantite du dep6t. 
Differentes techniques ont ete developpees pour etudier les communautes microbiennes de 
differents environnements. Certaines de ces techniques se fondent sur des analyses issues des 
bacteries en milieux de culture tandis que d'autres se basent uniquement sur une approche 
biomoleculaire (Liu et al., 1997 ; Overeas et Torsvik, 1998 ; Dunbar et al., 1999 ; Ritchie et 
al., 2000). Godon et ah, 2002 ont divise en deux groupes les methodes biomoleculaires 
utilises pour le suivi des communautes microbiennes. Le premier groupe comporte les 
techniques telles que l'hybridation In Situ (FISH, Fluorescent In Situ Hybridization) et le dot-
blot utilisant des sondes moleculaires marquees ciblant certaines populations microbiennes 
specifiques. Le second n'implique pas la detection d'un microorganisme specifique mais 
evalue la communaute dans sa totalite. Ce groupe de methodes comporte des techniques 
telles que le T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) (Liu et 
al., 1997) qui est base sur la detection du fragment terminal de restriction de l'ADNr 16S 
directement amplifie' d'un 6chantillon environnemental. Avec la technique de T-RFLP, il est 
possible d'examiner les microorgasismes dominants c'est-a-dire qui represented au moins 
1% d'une communaute totale (Dunbar et al., 2000). Le T-RFLP est actuellement Tune des 
methodes les plus rapides et les plus puissantes en ecologie microbienne pour comparer les 
changements spatiaux et temporels de la structure d'une communaute bacterienne (Wang et 
ah, 2004). En ce qui concerne la technique ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction 
Analysis), le gene codant pour l'ARNr 16S est amplifie et digere par les enzymes de 
restriction. Selon la position de sites de restriction, les bandes en differents nombres et de 
differentes tailles apparaissent. Ainsi, la diversite des sequences amplifiees refletera la 
diversite initiale de la population bacterienne dans 1'echantillon. Ceci permet d'examiner un 
grand nombre d'6chantillons. En ce qui a trait aux techniques de DGGE (Denaturant 
Gradient Gel Electrophoresis) et TGGE(Temperature Gradient Gel Electrophoresis) (Muyzer 
et al, 1993), le principe est base sur les differences de mobilite des fragments dADNr 16S 
lors d'electrophorese, respectivement, dans un gradient lineaire croissant de denaturants 
chimique, tels que l'uree et le formamide ou dans le gradient de temperature. Les fragments 
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d'ADN ayant des sequences differentes ont aussi une mobilite differente. La technique SSCP 
(Single Strand Conformation Polymorphism) (Lie et al.1996 ; Schwieger et Tebbe 1998 ; 
Zumstein et <z/.,2000) repose sur le principe que la conformation tridimensionnelle d'un 
simple brin d'ADNr 16S differe selon sa sequence nucleotidique, conditionnant ainsi sa 
migration sur gel non denaturant. Une sequence nucleotidique donnee engendre souvent un 
profil de migration electrophoretique specifique. Cette methode voit cependant sa sensibilite 
diminuer pour des fragments de plus de 200 paires de bases, (Lerebours, 1999). Le principe 
de la technique RIS A, Ribosomal DNA Intergenic Spacer polymorphism Analysis) (Fisher et 
Triplett, 1999, Jensen et al, 1993) est basee sur l'analyse de l'espace intergenique ribosomal 
en ciblant la longueur et les heterogeneites des regions de PITS (intergenic transcribed 
spacer) entre les genes des sous-unites SSU (Small Sub-Unit) et le LSU (Large Sub-Unit) 
de P ARNr et laissent ainsi distinguer des especes microbiennes etroitement liees. 
Le profil d'une communaute microbienne peut egalement etre analyse a partir des proprietes 
physiologiques des microorganismes qui la composent. Les profils d'utilisation des sources 
de carbone par les communautes microbiennes sont de plus en plus utilises pour differencier 
ou controler les changements qui peuvent intervenir dans divers habitats ou encore pour 
mettre en evidence des perturbations dans les ecosystemes microbiens (Garland et Mill, 1991 
; Zak et al, 1994 ; Grayston et al, 1998 ; Becker et Stottmeister, 1998 ; Lipthay et al, 2004). 
Cette derniere approche est simple et peut fournir des aspects fonctionnels des communautes 
microbiennes (Godon et al, 2002). Par exemple, les plaques Biolog (Ecoplates) contiennent 
31 sources de carbone composees de huit hydrates de carbone, huit acides carboxyliques, 
quatre polymeres, six acides amines, deux amines et trois substrats divers, et sont combinees 
au bleu de tetrazoliun incolore. Quand une communaute bacterienne utilise la source de 
carbone, le chromogene est reduit et devient pourpre. L'absorbance de Pintensite de la 
coloration dans les puits est mesuree a 595 nm et donne une « empreinte» caracteristique de 
la communaute bacterienne. 
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Objectifs du projet 
Cette etude s'inscrit dans un projet visant a caracteriser les microorganismes contaminant une 
usine papetiere situee a Windsor au Canada. Elle vise a complementer les travaux de 
Desjardins et Beaulieu (2003) qui avaient permis 1'identification d'une centaine de bacteries 
provenant d'une machine a papier de l'usine Domtar. Le premier objectif de ce travail est 
done d'isoler de nouvelles souches des caisses d'arrivee des machines, de les caracteriser par 
sequencage de leur ADNr 16S ainsi qu'en determinant leur profil metabolique grace a la 
technique Biolog. Cela permettra d'enrichir la collection de bacteries initiee par Desjardins et 
Beaulieu (2003) et de determiner si les bacteries predominantes varient d'une annee a l'autre. 
Comme mentionne precedemment, plusieurs etudes ont fait etat de l'isolement et de la 
caracterisation de microorganismes contaminant des installations papetieres. Toutefois, ces 
isolements se font ponctuellement et peu d'etudes se sont penchees sur la dynamique des 
communautes microbiennes. Dans cette etude, des echantillons de caisses d'arrivee 
provenant de deux machines de l'usine de Windsor ont ete preleves hebdomadairement sur 
une periode de plusieurs mois afin de determiner la variation des communautes microbiennes 
entre deux machines et en fonction du temps. Nous nous sommes interesses aux caisses 
d'arrivee car elles constituent l'endroit par laquelle toute la pate de papier transite avant 
d'etre envoyee sur la toile. Nous avons utilise le systeme Biolog pour obtenir des 
renseignements sur la variation des communautes en fonction du temps et de l'espace. 
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CHAPITRE 1 
1.0 UTILISATION DU SYSTEME BIOLOG ECOPLATE POUR SUIVRE LE 
CHANGEMENT DANS LES COMMUNAUTES BACTERIENNES DES CAISSES 
D'ARRIVEE DE DEUX MACHINES A PAPIER D'UNE USINE CANADIENNE. 
Quarante souches bacteriennes isolees de deux machines de pate a papier canadiennes ont 
ete associees aux genres Asticaccaulis, Acidovorax, Bacillus, Exiguobacterium, 
Hydrogenophaga, Pseudomonas, Pseudoxanthomonas, Staphyloccocus, Stenotrophomonas 
en se basant sur la sequence de leur ADNr 16S. Le profil metabolique de ces souches a ete 
determine en utilisant les plaques Biolog Ecoplates et les bacteries ont ainsi ete divisees en 4 
groupes metaboliques. Treize des 31 sources de carbone contenues dans la plaque Biolog 
Ecoplates ne pouvaient etre metabolisees par aucune souche bacterienne. Le profil 
metabolique de la communaute bacterienne colonisant les caisses d'arrivee de ces deux 
machines de pate a papier a ete egalement determine hebdomadairement pendant une periode 
d'une annee. Le seul compose qui n'a jamais ete metabolise par la communaute bacterienne 
au cours du temps est l'acide 2-hydroxy benzoi'que. La frequence d'utilisation des autres 
sources de carbone des plaques Biolog Ecoplates variait de 3 a 100 %. Le profil metabolique 
des bacteries n'a pas considerablement varie entre les deux machines. Cependant, le profil 
metabolique changeait en fonction des dates de prelevement. 
Ces travaux sont decrits au chapitre 1 de ce memoire. Ce chapitre est constitue de Particle 
suivant: The carbon utilization profile of the head box bacterial communities of two 
machines of a Canadian paper mill. Johnny Kashama, Veronique Prince, Anne-Marie Simao-
Beaunoir & Carole Beaulieu. La contribution des auteurs se repartit comme suit: Johnny 
Kashama a effectue la majorite des travaux decrits et a redige Particle, Veronique Prince a 
determine le profil physiologique de certaines des souches a Petude, Anne-Marie Simao-
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Beaunoir a participe a la mise au point des techniques utilisees dans cet article et elle a revise 
les figures et Carole Beaulieu a supervise 1'ensemble des travaux. 
21 
The carbon utilization profile of the headbox bacterial 
communities of two machines of a Canadian paper mill. 
Johnny Kashama, Veronique Prince, Anne-Marie Simao-Beaunoir and Carole Beaulieu* 
Correspondance: 
Carole Beaulieu* 
Centre d'Etude et de Valorisation de la Diversite Microbienne, 
Departement de Biologie, Universite de Sherbrooke, 
Sherbrooke, Quebec, Canada J1K 2R1 
E-mail: Carole.Beaulieu@USherbrooke.ca 
Tel: +1 819 821-8000 ext. 62997 
Fax : +1 819 821-8049; 
22 
Abstract Forty bacterial strains isolated from two machines of a Canadian paper mill were 
associated with the genera Asticaccaulis, Acidovorax, Bacillus, Exiguobacterium, 
Hydrogenophaga, Pseudomonas, Pseudoxanthomonas, Staphyloccocus, Stenotrophomonas 
based on the sequence of their 16S rRNA genes. The metabolic profile of these strains was 
determined using Biolog Ecoplates and the bacteria were divided into 4 metabolic groups. 
Thirteen of the 31 carbon sources contained in the Ecoplates could not been metabolized by 
any bacterial strain. The metabolic profile of the bacterial community colonizing the 
headboxes of two paper machines has also been determined weekly on a one year period. The 
only compound that has never been metabolized by the bacterial community was 2-hydroxy 
benzoic acid. The utilization frequency of the other carbon sources of the Biolog Ecoplates 
ranged from 3 to 100 %. The metabolic profiles of the bacterial did not considerably vary 
within the two paper machines. However, the metabolic profile varied within the sampling 
dates. 
Keywords: paper mill; Head-box; Biolog ecoplates; paper machine 
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Introduction 
The headbox of a paper mill is one of the main parts of the paper production system.The 
paper raw material slurry is transported from it by injection at a certain flow to a forming 
wire. In spite of the use of biocides, different bacterial species contaminate the head-box of 
paper machines [Blanco et ah, 1996; Vaisanen, 1998; Desjardins et ah, 2003]. These 
microorganisms comprised sporulating and non sporulating aerobic bacteria, anaerobic 
bacteria and some fungi and algae [Blanco et al, 1996; Pellegrin et ah, 1999; Raaska et ah, 
2002; Vaisanen et ah, 1994 & 1998; Salzburger, 1996]. Desjardins and Beaulieu [2003] 
determinated that bacteria belonging to the genders Pseudoxanthomonas, Pseudomonas, 
Bacillus and Leptothrix were the main bacterial contaminants of the headbox of a Canadian 
paper machine. Despite the fact that microorganisms present in the paper machine 
environment have been characterized by several research groups, little is known about the 
variation of microbial communities of the head-box paper machines. 
Different techniques have been developed to study microbial communities in 
specific environments. Some rely on culture-based assays while others are based on a 
biomolecular approach [Liu et al, 1997; Overeas and Torsvik, 2002; Dunbar et ah, 1999; 
Ritchie et ah, 2000]. Godon et ah, [2002] divided into two groups the biomolecular methods 
to monitor the microbial community dynamics. The first group comprises techniques that are 
based on the use molecular probes to target specific populations. The second one does not 
involve the targeting of specific microorganisms but analyzes the community in its totality. It 
comprises techniques that are based on the analysis of the community DNA profile such as 
Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism [Liu et ah, 1997], Amplified 
Ribosomal DNA Restriction Analysis [Alves et al, 2005; Moffett et al, 2000], Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis [Miambi et al. 2003; Ampe et al, 2001], Thermal Gradient Gel 
Electrophoresis [Muyzer et al, 1993]; Single Strand Conformation Polymorphism [Lee et 
all996; Schwieger and Tebbe 1998; Sunnucks et ah, 2000 Zumstein et al. 2000], and rRNA 
Intergenic Spacer Analysis [Triplett and Fisher, 1998; Triplett et ah, 1999]. 
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Determining the pattern of carbon source utilization at the community level is another 
approach that can be used to monitor microbial changes in the community [Garland and Mill, 
1991; Zak et ah, 1994; Grayston et al., 1998]. This last approach is simple and can provide 
functional aspects of microbial communities [Godon et al, 2002]. 
The Biolog Ecoplates contain a triplicate of 31 carbon sources. These carbon sources, 
consisting of eight carbohydrates, eight carboxylic acids, four polymers, six amino acids, two 
amines and three miscellaneous substrates are linked to a colorless tetrazoliun dye. When 
microorganisms from the bacterial community use the carbon source, the dye is reduced and 
turns purple. The color development in the wells is measured as absorbance at 595 nm and 
gives a characteristic fingerprint of the bacterial communities. Ecoplates have been used in 
several studies for different purposes: the determination of functional diversity and 
community structure of microorganisms in different environment like contaminated and 
uncontaminated soils [S0rensen et al, 2001; Pietikaeinen, 2000] and compost at different 
levels of maturity [Mondini and Insam, 2003]. 
In this study, the Biolog Ecoplate system is used to compare the metabolic profile of 
46 bacteria isolated from the head boxes of two alkaline paper machines of a Canadian paper 
mill. Furthermore, Biolog Ecoplates are also used to monitor spatial and temporal changes in 
the composition of headbox bacterial communities. 
Material and methods 
Isolation and identification of bacteria 
Pulp of two alkaline paper machines of a Canadian paper mill were sampled during the 
months of January and May both in 2003 and 2004. Serial dilutions of the samples were 
spread on plate count agar (PCA) [Desjardins and Beaulieu. 2003] and the plates were 
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incubated at 50°C for 48 hours. Pure cultures were obtained by a random process and serial 
passage of the colonies on PCA. 
Bacteria were identified by a partial sequencing of the 16S rDNA as follows. Pure 
colonies were directly picked up and resuspended by vortexing in 100 ul [Desjardins and 
Beaulieu 2003] of sterile and distilled water. The PCR amplification of the 16S rDNA gene 
was carried out using respectively 8/20 and 1541/20 as forward and reverse primers [table 
1]. The DNA amplification was carried out in 50(0.1 PCR buffer [Amersham Biosciences, 
Baie d'Urfe, Canada] containing 2ul of the bacterial suspension [DNA template], 0.2 
pmole.ul"1 of primers, 0.25 uM dNTPs and 5U Taq DNA polymerase [Amersham 
Bioscience]. PCR conditions were as follows: a 5 minute hot start at 94 °C followed by 30 
cycles consisting of 30 seconds at 94 °C , 30 seconds at the primers annealing temperature 
(55 °C) and 2 minutes at 72 °C. 
Table 1: Oligonucleotides primers used for DNA amplification 
Primer Nucleotide sequence Corresponding region of the 
16S rDNAa 
BSF 8/20 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'b 8^27 
BSR 1541/20 5'-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3'0 1541-1522 
a
 Numbers refers to the corresponding nucleotide positions of Escherichia coli 16S rDNA 
[Brosiusetal., 1978] 
Labeled at the 5' end with cyanine 
cLabeled at the 5' end with biotin 
The sequence reaction was performed on an ALFexpress sequencer using the 
dideoxynucleotide chain termination methods and auto cycle sequencing kit supplied by the 
manufacturer [Amersham Biosciences]. The primers used were the same as those employed 
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in PCR amplification. DNA sequence homology searches were performed using the BLAST 
program [Altschul et al., 1997]. 
Extraction of the bacteria from the pulp 
The metabolic profile of the headbox bacterial community of paper machines # 7 and 
# 8 was determined weekly on a one year period. For each sampling date, two pulp samples 
were collected and analyzed. Bacterial cells present in the pulp of the headbox paper 
machines were extracted as follows. The first step of the extraction procedure consisted in a 
decantation of the pulp sample for 40 minutes at room temperature. The liquid fraction was 
then transferred into a new flask while the solid material was mixed with an equivalent 
volume of NaCl 0.85%. This last suspension was centrifuged at 650 rpm at 4°C for 15 
minutes to remove paper debris. The supernatant was added to the liquid recovered in the 
first step and the whole was centrifuged at 4°C at 4200 for 10 minutes to obtain a bacterial 
pellet. To recover a maximum of bacteria, a second extraction of bacteria was performed on 
the paper debris previously obtained. Bacterial pellets were pooled and washed 3 times with 
distilled water. The cells were finally resuspended in sterile water to a final optical density 
[OD] of 0.2 at 595 nm. These bacterial suspensions were used to inoculate Biolog Ecoplates. 
Biolog assays 
Two assays were done with the Biolog system, one using pure bacterial cultures of different 
strains isolated from the pulp and another one with the bacterial extract of the whole 
community from the same head boxes [see above]. In each case, Biolog Ecoplates 
were inoculated with 150 ul of a bacterial suspension [OD595nm = 0.2]. These plates were 
placed in a plastic bag containing a humidified paper and incubated at 50°C for 4 days. After 
incubation, the optical density (OD) of the Biolog Ecoplate wells was measured using the 
microplate reader FL 600 [Bio-Tek, Vermont USA]. The OD of the control well was 
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subtracted from the OD of the other wells to correct for background activity. The Biolog 
assay was carried out in triplicate. 
Principle component analysis (PCA) was used to evaluate the differences in the carbon 
source utilization patterns of the bacterial communities from each paper machine and from 
each sampling date (Prevost et al., 2004). PCA was done by SAS System Windows (Version 
6.12) statistical package. 
Results 
Identification of the pulp bacterial isolates 
Forty-five bacterial strains were isolated from the pulp of paper machines in 2003 and 2004. 
In this work, forty bacterial isolates from the paper machine headboxes were identified by 
partial sequencing of the 16S rDNA gene [Table 2]. Most bacteria belonged to the genera 
Pseudomonas and Pseudoxanthomonas. The other isolates comprised both Gram-positive 
[Staphylococcus, Bacillus, Exiguobacterium, Asticaccaulis] and Gram-negative bacteria 
[Acidovorax, Hydogenophaga]. Five isolates could not been identified. The 16S rDNA 
sequence of three of these isolates [Ca7-7J03, Ca8-1M03, Ca7-6J04] shared less than 95% 
similarity with sequences deposited into databases. The 16s rRNA gene of the two other 
unidentified isolates [Ca7-6J03, Ca8-7J04 ] exhibited 99% sequence similarity with the 
corresponding gene of two bacterial strains of unknown taxonomic identity that were 
previously isolated from the same paper mill [Desjardins and Beaulieu 2003] . 
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Table 2. Nearest GenBank neighbours to the isolated bacteria from the head boxes in 2003 
and 2004 
Isolate 
Ca8-2J04 
Ca8-3J04 
Ca7-3M04 
Ca8-4J04 
Ca7-3J04 
Ca8-7J04 
Ca7-5M03 
Ca7-5J04 
Ca7-lM04b 
Ca8-5M04, 
Ca8-lJ04 
Ca7-2J04b, 
Ca7-4J04 
Ca8-6J04, 
Ca8-2M04, 
Ca8-5J04, 
Ca8-3M04 
Ca7-5M04b 
Ca8-1M04 
Accession 
Number 
(Isolates) 
EU177783 
EU177786 
EU177796 
EU177784 
EU177785 
EU177797 
EU177787 
EU177788 
, EU177802 
EU177789 
, EU177790 
Nearest GenBank neighbours3 
Acidovorax sp. 
Asticaccaulis sp. 
Bacillus sp. 
Exiguobacterium 
Hydrogenophaga sp. 
Ca-13 
Pseudomonas citronellolis 
Pseudomonas putida 
Pseudomonas sp. 
Pseudomonas thermotolerans 
Pseudoxanthomonas 
Accession 
Number 
(Homologs) 
AY532541 
AB016610 
DQ870698 
DQ870703 
EF532793 
AY123960 
DQ113453 
AY491973 
AJ278108 
AJ311980 
EU029560 
Ca7-lJ03 ; EU177791 Pseudoxanthomonas taiwanensis AJ864723 
Ca7-3J03 
Ca7-4J03 
Ca7-1M03; Ca7-2M03; Ca7-3M03; 
Ca7-4M03; Ca8-U03 ; Ca8-2J03; 
Ca8-3J03; Ca8-5J03; Ca8-7J03; 
Ca8- 5J03; Ca8-4M03 ; Ca8-3M03; 
Ca8-5M03; Ca8-6M03; Ca8-7M03 
Similarity 
(%) 
95 
97 
99 
97 
98 
98 
97 
96 
97-99 
96-99 
99 
95-98.2 
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Ca7-1J04D; 
Ca7-2M04, 
Ca7-4M04 
EU177792 Pseudoxanthomonas sp. AB039330 
Ca8-4M04 EU177793 
Ca7-6M04 EU177794 
Ca7-2J03 EU177795 
Staphylococcus sp AY486383 
Staphylococcus epidermidis AJ316320 
Stenotrophomonas maltophilia AY756730 
99 
99 
97 
96 
Ca7-6J03 
Ca7-7J03 
Ca8-1M03 
Ca7-6J04 
EU177798 
EU177799 
EU177800 
EU177801 
S4-22 
unknown 
unknown 
unknown 
AY123961 99 
a
 Only the organisms with at least 95% similarity between their 16s rDNA were considered 
The same nearest Genbank neighbour was found for this group of isolates. Only the 
sequence of the first isolate of this group was submitted to Genbank. 
Metabolic profiles of the pulp isolates 
The Biolog plates were used to determine the metabolic profile of the bacteria isolated from 
the headboxes. A total of 40 isolates belonging to 9 genera [Asticaccaulis, Acidovorax, 
Bacillus, Exiguobacterium, Hydrogenophaga, Pseudomonas, Pseudoxanthomonas, 
Staphyloccocus, Stenotrophomonas] have been tested. Only 18 carbon sources on the 31 
contained in the Biolog Ecoplate were used by at least one of the 36 isolates belonging to the 
genera Acidovorax, Bacillus, Hydrogenophaga, Pseudomonas, Pseudoxanthomonas and 
Stenotrophomonas. 
Bacteria could be divided in four groups according to their metabolic profiles [Table 
3]. Group 1 comprised 4 bacterial isolates belonging to the genera Asticaccaulis, 
Exiguobacterium and Staphyloccocus. Bacteria from this group showed no metabolic activity 
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study. Group 2 included all Pseudoxanthomonas isolates as well as Stenotrophomonas sp. 
isolate Ca7-2J03 and Hydrogenophaga sp. isolate Ca7-3J04. Isolates from this group 
oxidized pyruvic acid methylester, tween 40, tween 80, xylose and glycyl-L-glutamic acid. 
The third group comprised only Bacillus sp. isolate Ca7-3M04. This strain utilized 9 
compounds of the Ecoplates including the amino acids L-asparagine, L-serine and L-
threonine. The fourth group included all Pseudomonas isolates and Acidovorax sp. isolate 
Ca8-2J04. Members of the fourth group showed metabolic activity on 4-hydroxybenzoic 
acid, D-malic acid, asparagine and putrecine. 
No strain was able to utilize as carbon source, the 13 following products: D-
cellobiose, D-lactose, (3-methyl-D-glucoside, i-erythritol, D-mannitol, JV-acetyl-D-
glucosamine, D-glucosaminic acid, glucose-1-phosphate, D,L-glycerol phosphate, 2-
hydroxybenzoic acid, L-arginine, L-phenylalanine, phenylethyl-amine. 
Table 3 Metabolic groups of bacteria isolated from the machine headboxes of a 
Canadian paper mill 
Metabolic 
group 
Group 1 
Group 2 
Bacterial isolate 
Asticcacaulis sp. Ca8-3J04, 
Exiguobacterium sp. Ca8-4J04 
Staphylococcus sp. Ca8-4M04, Ca7-6M04 
Pseudoxanthomonas spp. isolates Ca7-3J03, 
Ca7-4J03, Ca7-1M03, Ca7-2M03, Ca7-
3M03, Ca7-4M03, Ca8-U03, Ca8-2J03, 
Ca8-3J03, Ca8-5J03, Ca8-7J03, Ca8-3M03, 
Ca8-4M03, Ca8-5M03, Ca8-6M03, Ca8-
7M03, Ca7-5M04, Ca8-1M04, Ca7-U03, 
Ca7-lJ04, Ca7-2M04, Ca7-4M04 
Stenotrophomonas sp. isolate Ca7-2J03 
Carbon source 
No carbon source utilized 
pyruvic acid methylester 
tween 40 
tween 80 
xylose 
glycyl-L-glutamic acid 
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Group 3 
Group 4 
Hydrogenophaga sp. isolate Ca7-3J04 
Bacillus sp. isolate Ca7-3M04 
Pseudomonas sp. isolates Ca7-5J04 , Ca7-
1J04; Ca7-2M04 Ca7-4M04, Ca7-5M03, 
Ca7-2J04; Ca7-4J04, Ca8-6J04, Ca8-
2M04; Ca8-5J04 
Acidovorax sp. isolate Ca8-2J04 
cyclodextrine 
glycogen 
D-galactonic acid lactone 
D-galacturonic acid 
hydroxybutyric acid 
ketobutyric acid 
L-asparagine 
L-serine 
L-threonine 
4-hydroxybenzoic acid 
D-malic acid 
arginine 
putrecine 
Metabolic profile of the bacterial community of the headbox 
To determine the profile of the bacterial community, the headboxes were sampled 
once a week for a one year period. On the total of the 31 carbon sources that are contained in 
the Biolog Ecoplate, 30 carbon sources were utilized at least once by some members of the 
whole bacterial community. However, some carbon sources such as D-lactose, i-erythritol, 
D-manitol, JV-acetyl-D-glucosamine acid, D-glucosaminic acid, glucose-1-phosphate, D,L-
glycerol phosphate, L-phenylalanine and phenylethyl-amine were not frequently utilized 
while some other metabolites (pyruvic acid methyl ester, Tween 40, Tween 80, 
cyclodextrine, D-xylose, D-galacturonic acid, hydroxybutyric acid, L-arginine, L-asparagine, 
L-serine, glycyl-L-glutamic acid, putrecine) could be easily catabolized. One carbon source 
(2-hydroxy-benzoic acid) was never utilized by the bacterial community during the one year 
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investigation. Table 4 presents the frequency of the utilization of the 31 carbon sources by 
the headbox community of machine 7 during a one year period. This table shows that carbon 
utilization varied within months. In April, the bacterial populations were able to metabolize 
only 10 carbon sources while the bacterial populations sampled in July and August utilized 
over 20 of the carbon sources. 
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Population dynamics 
The monitoring of metabolic profiles of the two headboxes bacterial communities has been 
done to estimate the temporal and spatial variation within the communities between the 
headboxes of two machines of a same paper mill. Figure 3 presents the principal component 
analysis carried out to compare the metabolic profiles of the bacterial community of machine 
# 7 over time [from April 2003 to March 2004]. Each point of the graph represents the mean 
of all samples collected at a specific month while the bars represent the standard deviation. 
Fig 3 shows that most points clustered at the same area of the graph and that several standard 
deviation bars intersected. Only the point associated with the month of July clearly diverged 
from the others. 
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Figure 3 Principal component analysis (PCA) of carbon source utilization patterns of the microbial 
communities of paper machine 7 generated with Biolog EcoPlate. PCI, principal component 1; PC2, 
principal component 2. Vertical and horizontal lines represent SE (Standard Error) of the mean (n = 
3); Data points represent the months. 
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On fig. 4, both data from machines 7 and 8 have been compiled. Data from the 
headbox of machine # 8 are presented in continuous lines while dotted lines are associated 
with machine # 7. No clear separation was observed within points associated with machines 
7 and 8. However, the month of July clearly separated from other groups of data. 
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Figure 4: Principal component analysis (PCA) of carbon source utilization patterns of the 
microbial communities of paper machines 7 and 8 generated with Biolog EcoPlate. PCI, 
principal component 1; PC2, principal component 2. Vertical and horizontal lines represent 
SE (Standard Error) of the mean (n = 3); dotted lines are associated with data of the paper 
machine 7 while continuous lines are associated with data of the paper machine 8. Data 
points represent the months; the two points that do not clustered with the others ones were 
associated with the month of July 2003. 
July 2003 
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Discussion 
The monitoring of population dynamics has been carried out in different environments and 
different countries using Biolog plates [5, 6, 38]. There have also been some studies on the 
population dynamics of the bacterial community pulp mill effluent treatment systems using 
the Ribosomal intergenic spacer (RIS) length polymorphism fingerprints [27,41]. To our 
knowledge, no study has however been carried out to analyze the changes of the microbial 
community associated with the headbox of a paper machine using the Biolog microplate 
approach. Nevertheless, several studies reported the isolation of microorganisms from paper 
machines [27, 39, 41]. Desjardins and Beaulieu [5] have carried out a microbiological study 
in the same Canadian paper mill that we examined in this study. They have, periodically over 
a one year period, isolated bacteria from a paper machine to obtain a global representation of 
the bacterial communities associated with the pulp of the headbox and the slimes colonizing 
the machine surface. 
Desjardins and Beaulieu [5] most often isolated for the paper machine bacteria belonging to 
the genera Bacillus, Pseudomonas, Microbacterium and Pseudoxanthomonas. Other studies 
on the identification of bacteria contaminating paper mills that were conducted in Finland, 
New Zealand and USA [5, 6, 32] also demonstrated that Pseudomonas, Bacillus and 
Microbacterium were dominant in the paper mill bacterial comnmunity. Our results 
confirmed the work of Desjardins and Beaulieu [5] suggesting that Pseudoxanthomonas, a 
bacterial genus associated with various environments such as polluted soil and hot springs 
[7,8,11,33,38], was a common inhabitant of the warm water of two different Canadian paper 
machines. In this study, we isolated from headboxes the same bacterial genera that were 
previously isolated by Desjardins and Beaulieu [5] from the same paper machines. However, 
strains of Leptothrix spp. that were isolated in the headbox by Desjardins and Beaulieu [5] 
were not found in this study while the genera Asticcacaulis and Exiguobacterium were 
isolated in the present study but not in the previous one [5]. The differences observed among 
both studies might reflect a temporal change of the bacterial community or could simply 
result from the low number of bacteria that have been identified in these studies. 
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Biolog microplates have been frequently used for testing the ability of microorganisms or 
populations to oxidize compounds from a preselected panel of carbon sources [12,14,40]. It 
is a valuable and rapid tool for microbial community analysis but has some limitations [45]. 
For example, some bacteria isolated from the headbox machine did not show any metabolic 
activity on substrates contained in the Biolog EcoPlates. Prevost et al. [30] have also reported 
that Biolog EcoPlates could not be used to determine the metabolic profile of some bacterial 
species such as Streptomyces spp. In this study, strains belonging to a same taxonomic genus 
showed the same metabolic profile but some genera could not be distinguished from each 
other by their metabolic pattern. Similarity in metabolic abilities might be, in the case of 
Pseudomonas and Acidovorax, explained by a taxonomic proximity [17]. As bacteria 
belonging to a same metabolic group exhibited similar biochemical properties, one could 
expect that they also share similar ecological niches. In fact, bacterial genera found in this 
study have been co-isolated not only from paper machines but also from other environments 
such as mineral oil hydrocarbon-contaminated soils [29], arterial walls of aortic aneurysms 
[10], mushroom compost [26], and biofilters [13]. 
All together, bacteria belonging to the genera Acidovorax, Bacillus, Hydrogenophaga, 
Pseudomonas, Pseudoxanthomonas and Stenotrophomonas oxidized only 18 carbon sources 
on the 31 contained in the Biolog Ecoplate. However, 16 out of these 18 compounds were the 
carbon sources for which the utilization frequency by the headbox communities was the 
highest (from 45 to 97%). Since the utilization of a carbon source depends not only on the 
microbial efficiency but also on the population size [34], our data suggests that these six 
genera were important colonizers of the headbox paper machines. Furthermore, the fact that 
the utilization frequency of 11 out the 13 compounds that could not be oxidized by the pure 
cultures was relatively low (3 to 15%) suggests once again that the bacteria that have been 
isolated in this study represented an important fraction of the bacterial community. 
While D-galacturonic acid and itaconic acid were quite frequently metabolized by the 
headbox bacterial communities species (70 and 29 %, respectively), no pure culture oxidized 
this compounds indicating that other bacterial groups well adapted to the paper machine 
environment still have to be isolated. Furthermore, the variation observed within the 
utilization frequency of compounds associated with a metabolic group also indicated that 
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other bacterial species that were not isolated in this study contributed to the metabolic 
profiles of the microbial community. For example, while the utilization frequency by the 
headbox bacterial community of ketobutyric acid and threonine, two compounds that could 
be oxidized by Bacillus sp. isolate Ca7-3M04, was of about 25%, the utilization frequency of 
other carbon sources catabolized by the Bacillus sp. isolate was considerably higher (from 
46 to 93%). 
The principal component analysis of the metabolic profiles of the headbox 
communities from paper machines 7 and 8 shows no much variation within the metabolic 
abilities of the bacterial communities of the two machines. Our results suggest that paper 
machines from the same location and under the same operation procedures will be associated 
with comparable microbial communities. As for other industrial process [39], the microbial 
communities the headbox paper machines appeared to be quite stable, even if the metabolic 
abilities of the headbox bacterial communities varied according to the sampling dates. The 
bacterial community recovered in July especially diverged from the ones of the other 
sampling dates. The discrepancy observed in July in regard of the metabolic profiles of the 
bacterial community is still unexplained but could be due to the high microbial diversity of 
the water entering the system. Indeed, Ainsworth and Goulder [1] have suggested that viable 
bacterial population densities increased significantly from spring to summer in rivers of a 
temperate country. 
This study shows that Biolog system could be useful not only to monitor environmental 
ecosystems [12] but also to study the microbial structure of communities associated with 
industrial processes. The metabolic patterns generated by the Biolog analysis could be useful 
in correlating the structural changes of the paper machine communities with other factors in 
the paper making process. It would also be interesting to expand this study to other paper 
mills and paper making processes. 
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CONCLUSION 
Les resultats de ce memoire constituent une suite dans l'approfondissement des 
connaissances sur les especes bacteriennes contaminant les machines des pates et papier au 
Canada. C'est aussi une premiere etude sur la dynamique des populations des communautes 
microbiennes associees aux machines a papier. 
Depuis les dernieres donnees publiees par Evenleigh et Brewer (1964) sur 1'identification 
sommaire d'une vingtaine de souches bacteriennes d'une papetiere canadienne a l'aide des 
techniques microbiologiques et microscopiques, des efforts de mise a jour des connaissances 
s'articulant specifiquement sur 1'identification des bacteries contaminant une machine 
papetiere canadienne, ont ete realises par Desjardins et Beaulieu (2003). Les resultats de 
l'etude de Desjardins et Beaulieu (2003) et de notre etude, bien que separes l'une de l'autre 
dans le temps, ont confirme la presence de certains genres bacteriens sur les machines de 
pates et papier. En effet, les genres Bacillus, Pseudomonas Pseudoxanthomonas, se sont 
montres predominants dans les deux etudes. II faut toutefois etre conscients que la frequence 
d'isolement d'un groupe bacterien specifique ne correle pas necessairement a la proportion 
numerique de ce groupe dans la communaute. Plusieurs travaux ont deja note des biais 
importants dans les techniques d'isolement sur milieux de culture (Aman et ah, 1995; 
Muyzer etah, 1993). 
II serait ainsi utile, pour valider les resultats de ces etudes, d'utiliser des techniques qui ne 
selectionneraient pas certaines bacteries au detriment des autres. C'est pourquoi nous 
suggerons que les etudes futures puissent utiliser des techniques qui ne sont pas basees sur la 
culture de microorganismes pour determiner la structure des communautes des pates et papier 
telle la creation de banques d'ADNr 16S (Ravenschlag et ah, 1999). 
La particularite de la presente etude se situe non seulement au fait qu'elle confirme les 
resultats de Desjardins et Beaulieu (2003) en ce qui concerne la prevalence de certains 
genres bacteriens mais aussi et surtout, au niveau du suivi effectue sur les communautes 
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microbiennes globales des machines en fonction du temps et de l'espace. Nous avons utilise 
la technique Biolog, une technique de plus en plus utilisee dans la caracterisation des 
populations microbiennes d'un ecosysteme donne par la determination du profil d'utilisation 
des sources de carbone qu'elle renferme. C'est la premiere fois que la technique biolog est 
utilisee pour caracteriser des communautes microbiennes dans une industrie. II a ete ainsi 
possible grace a cette approche, de faire le suivi des communautes microbiennes globales de 
deux caisses d'arrivee pendant un an. Cette technique a l'avantage d'etre simple dans son 
protocole et rapide dans 1'interpretation des resultats. Plusieurs etudes avaient fait des etudes 
microbiologiques sur des machines a papier (Oppong et al.,2003; Vaisanen et al, 1998; 
Pellegrin, 1999) mais c'est la premiere etude qui compare des communautes de deux 
machines non seulement a un temps donne et a un lieu precis mais de facon reguliere sur une 
periode de un an. 
Comme c'est la caisse d'arrivee qui sert de principal reservoir pour les bacteries qui se 
propageraient ensuite sur les structures des machines, il est important de connaitre le 
changement des communautes car elles permettraient de predire le type de contamination. 
Ces analyses permettraient de faire d'eventuelles correlations entre des profils metaboliques 
et des problemes particuliers tel 1'apparition de spots colores ou non sur le papier, une 
accumulation anormale de biofilms sur les structures de la machine ou la rupture des feuilles 
de papier. 
Bien que la technique BIOLOG ait ete precedemment utilisee pour comparer des 
communautes microbiennes (Garland et al., 1991; Prevost et al, 2004), la technique presente 
des inconvenients. En effet, elle ne considere pas tous les microorganismes puisque tous ne 
sont pas capables d'utiliser les sources de carbone de PEcoplate. Dans la presente etude, il y 
en a des isolats bacteriens qui n'ont montre aucun signe de respiration sur les Ecoplates. Les 
plaques Biolog ayant d'abord ete concues pour les bacteries du sol (Garland et al., 1991), les 
sources de carbone choisies ne sont pas particulierement adaptees aux microorganismes des 
papetieres. Etant donne que le systeme Biolog est base sur le profil d'utilisation des sources 
de carbone, il serait interessant de voir les types de sources de carbone presents dans les 
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echantillons de pate des caisses d'arrivee. Une plaque qui contiendrait des sources de carbone 
presentes dans l'eau de procede donnerait des profils qui permettraient non seulement de 
mesurer les changements de population mais qui renseignerait sur le metabolisme des 
bacteries lors du processus de la fabrication de papier. 
La technique Biolog ne permet pas non plus de determiner sans equivoque les 
microorganismes responsables du profil Biolog. II serait done interessant que l'analyse 
Biolog puisse etre effectuee parallelement a d'autres techniques telles le T-RFLP (Lukow et 
al, 2000) et le DGGE (Ampe et al, 2001) qui generent des profils d'electrophorese pouvant 
detecter des variations de populations mais qui peuvent egalement associer les bandes d'un 
profil a un taxon microbien (Meroth et al, 2003; Muyzer et al, 1993). II est possible en en 
effet, comme dans plusieurs autres etudes (Horz et al, 2000; Smalla et al, 2001; Liu et al, 
1997) de mesurer les changements dans les communautes par des techniques de biologie 
moleculaire (DGGE, T-RFLP) et de tenter d'identifier les organismes responsables des 
changements par sequencage. 
Dans une perspective de recherche d'amelioration de la lutte contre les contaminations 
bacteriennes dans les machines de pates et papier, il serait utile de faire une etude plus 
poussee sur les microorganismes retrouves specifiquement au niveau des biofilms. Les 
resultats de ce travail auront deja permis d'isoler certaines bacteries dont les capacites a 
former le biofilm devraient etre determinees. Pour une etude plus approfondie de la 
connaissance des caracteristiques des biofilms des pates et papier, d'autres techniques plus 
affinees telle le FISH (Fluorescent in situ Hybridization) pourraient etre utilisees car elles 
permettraient de cibler certaines especes dans le biofilm mais egalement, en determiner 
l'heterogeneite (Okabe et al. 1999, Yoshiteru, 2001). Nous comptons maintenant sur le 
nombre de sequences d'ADNr 16S qui pourraient nous servir a construire des sondes 
moleculaires efficaces pour des analyses de type FISH. 
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